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Bevezetés, celkitiizések

Az egri Eszterhazy Karoly Foiskolan kozel tiz éve folynak a peszticidekre
irdnyuld kutatasok Dr. Kiss Attila vezetésével a Biokemia és Molekularis
Bioldgia tanszéken. Dolgozatomban a peszticidek, mint a kdrnyezeti szennyezok
egyik legjelentésebb  csoportjat alkotdo  vegytletek fotodegradacidjaval,
bomlastermékeik analitikai vizsgalataval, a degradacid lehetséges Utvonalainak
feltarasaval, egyes kornyezeti tényezok fotolitikus atalakulasra gyakorolt
befolyasanak tanulmanyozasaval kapcsolatos kutatasainkat és azok eredményet
mutatom be.

A frekventéltan alkalmazott peszticidek maguk is nagy perzisztenciaval birnak,
azonban ezen szennyezékon kivil bomlastermeékeik is hosszu ideig jelen lehetnek
a kornyezetben. A bioszferaba bejutva, a taplaléklancon végighaladva, szamos
helyen és modon képesek karos, élettanilag kedvezdétlen hatasaikat kifejteni.
Kornyezetben valo atalakulasuk tanulmanyozasa, bioldgiai rendszerekbe vald
bejutasuk és az ezt befolyasolo tényezok szerepének feltarasa indokolt. Korabbi
hasonlo kutatasok dontéen a bioldgiai hatés es atalakulas felmeérésére iranyultak,
igy a kémiai degradacio részleteinek tanulméanyozésa kiemelt fontossagu kutatasi
terdlet.

Munkéank soran f6 célunk hét, eltér6 szerkezetii peszticid esetében a
fotodegradacié soran képzodo, termeékek analitikai vizsgalata és a bomlasi
utvonalak feltarésa, illetve a bomlas soran a toxicitasban bekovetkezo valtozasok
mikrobiologiai vizsgalatokkal torténé modellezése volt. Ezen tdlmenden
tanulmanyoztuk a peszticidek fotodegradéciojat befolyasolo egyes kornyezeti
parameéterek szerepét, kilonos tekintettel a talajtipusra, illetve a talajok fém-, és
szerves anyag tartalmara. Egyes peszticidek biohozzaférheté és biofelveheto
mennyisége nagy mértékii valtozatossdgot mutat az egyes talaj paraméterek
fuggvenyében, melynek tanulmanyozasa szintén vizsgalataink targyat képezte.



I. Alkalmazott vizsgalati modszerek

A peszticidek fotobomlasat egy Millipore gyartmanya, 15 W teljesitményi,
bemertld, kisnyomasu higanygézlampaval valtottuk ki, amely 254 nm
hullamhosszusagu fénysugarat bocsat ki allandd intenzitassal. A kisérleteket
200 ppm, illetve 50 ppm koncentraciéju vizes, illetve butanolos peszticid-
oldatokban végeztiik.

A peszticidek UV besugarzas hatdsara végbemend atalakulasanak és
elérehaladasanak  igazolasara  vékonyréteg-kromatografiass és  UV-
spektrofotometrias modszereket hasznaltunk.

A kulonb6zo idokozonként vételezett mintakban talalhatd bomléastermeékek
vizsgalata GC-MS, illetve HPLC-MS technikéaval tortént.

Egyes kornyezeti paraméterek (talaj jelenléte, fém-, szervesanyag-tartalma)
peszticidek fotodegradaciojat befolyasoldo hatdsanak modellezésehez az
acetoklort és az EPTC-t vélasztottuk, illetve homok-, és barna erdétalajt
alkalmaztunk.

A peszticidek degradaciés mechanizmusaira  gyakorolt hatasanak
tanulmanyozésa soran a modellvizsgalatokhoz a talajok fémtartalmat EDTA-
extrakcioval, a szervesanyag-tartalmat roncsolassal csokkentettiik, illetve
talajmentes fémoldatok és szerves anyagok tovabbi hozzaadasaval készitett
oldatokban véltottuk ki a vegylletek degradaciojat. A kilonbozé
reakcioelegyeket alkotd bomlastermékek 6sszetételét GC-MS-sel vizsgaltuk.
A peszticid bomlastermékek biologiai hatdsanak modellezéséhez 6 gyakori
talajmikrobéat valasztottunk teszt-mikroorganizmusként: harom baktériumfajt
(Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Mycobacterium phlei) és harom
gombafajt (Trichoderma harzianum, Penicillium expansum, Fusarium
oxysporum). A vizsgélati modszer alapja az, hogy a peszticidszarmazékok
toxicitdsara valamint az egyes fajok érzékenységere a mikrobaszaporodas
gatlasat jelzo, un. kioltési zona nagysagabol kovetkeztethetiink.



o A peszticidek biohozzaférheté mennyiségének becslésehez 0sszehasonlito
extrakcios eljarast alkalmaztunk 5 olddszerrel (kloroform, metanol,
natriumacetat-ecetsav  puffer, kalciumklorid-oldat, huminsav-oldat) 3
kiilonb6z6 talaj esetében (barna erdétalaj, homoktalaj, réti ontéstalayj).

e A legfontosabb talajparameterek  (pH-érték, mikrobialis  aktivitas,
humusztartalom)  biohozzaférhetésegre  gyakorolt hatasat  extrakcids
modellkiserletekkel az elébbi harom talajtipus alkalmazésaval végeztik.

e A kulturnévényekbe, igy ezaltal az élelmiszerekbe is bejutni keépes,
bioldgiailag hozzaférheté peszticid mennyiségének meghatarozasat ket
novény: baza (Triticum aestivum), kukorica (Zea mays), valamint

csiperkegomba (Agaricus bisporus) alkalmazasaval vegeztuk.

II. Eredmények
1. A vizsgalt peszticidek fotodegradaciojanak feltételezett atvonalai
1.1. A KARBENDAZIM besugarzasa soran vett mintakbol az alapvegyileten
kivil 6 terméket detektaltunk HPLC-MS technikaval. Valamennyi detektalt
bomlastermék nevét, retencios idejét, molekulatémegét a 1. tablazat 6sszegzi.
1. tablazat: A karbendazim fotobomlasa soran keletkezd termeékek

molekulatdmege és retencios ideje.
Molekulatbmeg Retencios ido6

Vegyulet neve

(g/mol) (min)

1 .metll-ben,2|m|dazol-2- 101 753

ilkarbamat
5 2- benz!mldazol- 177 6.56

karbaminsav

2-benzimidazol-
3 iIkarbamat 161 8,33
4. 2-amino-benzimidazol 133 8,28
5. benzimidazol 118 7,66
6. 2-metil-amino-anilin 122 8,01
7. 1,2-diamino-benzol 108 7,25




A degradaciot a 1. dbran bemutatott reakciésemaval értelmeztilk, a folyamat

vegterméke az 1,2-diamino-benzol (7).
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1. dbra: Karbendazim fotodegradaciojanak reakcioutja

1.2. Az ACETOKLOR UV-besugarzdsa soran hét olyan vegyiletet
azonositottunk GC-MS technikaval, melyek az acetoklér bomlasabol
szarmazhatnak. Az acetoklor fotodegradaciojanak feltételezett folyamata a 2.
abran bemutatasra kertilé Utvonal szerint jatszodhat le. A koztitermékek egyideji
jelenléte, illetve egymasbol valo atalakulasuk alapjan a bomlas kezdeti
szakaszaban (0-3 oOra) harom bomlési utvonal vazolhato fel. A besugéarzas

vegtermekeként 1-etil-3-metil benzolt (8) azonositottunk.
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2. dbra: Az acetoklor fotodegradaciojanak javasolt reakciomechanizmusa

1.3. A SIMAZIN fotodegradaciojakor az alapvegyiileten kivil hat degradacios
terméket detektaltunk. Mivel az azonositott termékek a degradacié adott
szakaszaban egymas mellett is megfigyelhetok és egymasbol nem levezethetok,
feltételezhetd, hogy a simazin bomlasa UV fotonok hatasara két parhuzamos
reakciouton megy végbe (3. abra). A vizsgalataink soran detektalt termékek
0sszhangban allnak a korabbi kutatasok soran detektalt deklorozott, dezaminalt,
dezalkilezett és hidroxilezett termékekkel, azonban dimerek képzdédését nem

tapasztaltuk.
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3. dbra: A simazin fotodegradaciojanak javasolt reakciomechanizmusa

1.4. A KLORPIRIFOSZ (1.) fotobomlasa fobb Iépéseinek a deklérozés és az
alkil oldallancok disszociacioja tekinthetd. Bizonyos termékek egyiittes jelenléte a
mintaban szintén arra enged kovetkeztetni, hogy a klérpirifosz fotodegradacioja
két reakciouton valosulhat meg (9. abra), mely 0Osszekapcsolddik egy kdzos
terméken Kkeresztul, és végul O-(5-klor-2-piridil)-tiofoszfat (6.) keletkezik

végtermékként.
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1.5. Az EPTC fotolitikus bomléasa soran az alapvegyiletbdl egy tioetil-csoport
levalasat, majd az igy keletkezé wvegyllet formilcsoportjanak lehasadasat
tapasztaltuk. A bomlas vegterméke, az N,N-dietil-amid, mely tobblépcsos
dezalkilezédeések révén kepzodik. A degradacio kezdetén két bomlési Gt
lehetséges, mivel az N,N-dipropil-formamid és az N,N-dietil-propionamid egymas
mellett mutathatd ki a mintakbol, egymasbdl azonban nem keletkezhetnek. Az
EPTC fotodegradacidjara iranyuld korabbi kutatasokkal vald 0Osszevetesben
vizsgalataink soran 3 analognak tekinthet6 termeket detektaltunk, valamint 3 Uj

termék keletkezését tapasztaltuk.

1.6. Az ATRAZIN fotodegradacidja 3 termek keletkezéséhez vezet az altalunk
felallitott kisérleti modellrendszerben. A fotoatalakulas f6 lépései (deklorozas,
hidroxilezés, illetve a metil és etil csoportok levalasa) 6sszhangban vannak a
szakirodalmi el6zményekkel. A korabbi vizsgalati eredményekkel ellentétben
gyartfelnyiléast, dimerizaciot és dekarboxilezédést nem tapasztaltunk, tovabba az

eddig kozolt bomlasi dtvonalakkal teljes atfedést nem talaltunk.

1.7. A DIURON fotodegradaciojakor az alapvegyileten kivil 6 bomlastermék
képzodését tapasztaltuk. A dehalogénezés és az alkil csoportok disszociacioja
jelentik a bomléas fobb lépeseit. A diuron UV-transzformacidjakor szintén két
bomlasi Utvonal létezését lehet feltételezni. A korabbi kutatdsok eredményeivel a

deklorozott vegyiletek képzédése van Gsszhangban.



A vizsgalt peszticidek fotodegradacidja soran tapasztalt fobb atalakulasi

lépéseket a 2. tblazat 6sszesiti.

2. tablazat: A vizsgalt peszticidek fotoatalakulasanak fabb lépései.

Vegyllet S Termékek
9y Fébb atalakulsi lépések | -
neve SZzama

demetilezodes,
. |dehidroxilezodés,
1. | Karbendazim . ] 6
dekarboxilezédés,
dezaminalodas, gyarinyilas
éterkotés-hasadas, deklérozas,
2.| Acetoklor dihidroxilezédés, 7
dezacilezédés, demetilezédeés
demetilezédes, dezetilezodes,

3. Simazin 6
dehidroxilezés, deklérozas

4. | Klorpirifosz dezetilezédés, deklérozas 5

demetilezodés, tioetil-€s
5. EPTC L , 6
propionil-csoport hasadasa
] deklorozas, hidroxilezddés,
6. Atrazin o o 3
demetilezodés, dezetilezédés
deklorozas, hidroxilezddés, -
7. Diuron CO-vesztés, dimetilamin- 6

VeSztes

2. A fotodegradéacio mértékenek iddbeli alakulasa

2.1. A fotodegradacio idobeli lefolyasanak tanulmanyozasa soran megallapitottuk,
hogy a vizsgélt vegylletek fotolitikus stabilitdsdban az egyedi szerkezeti
sajatossagoktol és az eltéré szubsztituensek jelenlététol fliggéen nagymértéki

kiilonbség mutatkozik.



2.2. A vizsgalt peszticidek korébol az EPTC fotodegradacioja megy végbe a
leggyorsabban, 3 oras besugarzast kovetéen 90 %-ot is meghaladja az
atalakulas mertéke, ellentétben az acetoklérral, mely esetében még 2 oréas
besugarzast kovetéen is csak 10 %-o0s a konverzio.

2.3. A klorpirifosz és az acetoklor teljes degradaciojahoz 16 6ras, mig az EPTC
bomlasahoz csak 5 oranyi UV-besugarzasra volt szikség. A vizsgalt

peszticidek degradaciojanak idébeli lefolyasat az 5. abra mutatja be.
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5. bra: A vizsgalt peszticidek degradacidjanak mértéke az ids fliggvényében

3. A degradacios termékek toxicitasanak elemzése mikrobiologiai

vizsgalatokkal

3.1. A potencialis biolégiai hatast modellez6 mikrobiologiai tesztvizsgalatok
soran azt tapasztaltuk, hogy a tesztmikroorganizmusok peszticidenként eltéro
érzékenységet mutattak. A mikrobak eltéré erzékenyseget mutattak tovabba az
alapvegyiletre és annak bomlastermékeire. Pl.: a klorpirifosz alapvegyilete a
Mycobacterium phlei-re hatott toxikusan, mig bomlastermékei a Pseudomonas

fluorescens, és a Bacillus subtilis szamara.
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3.2. Egyes peszticidek mikrobagatlo hatasa a besugarzasi id6 elérehaladaséaval
valtozott: a karbendazim mikrobagatlo hatasa a Trichoderma harzianum és a
Fusarium. oxysporum gombafajok esetén csokkené intenzitassal érvényesul a
fotodegradacié elérehaladtaval.

3.3. Valamennyi vizsgalt talajmikroba egyarant érzékenységet mutatott az
acetoklor az alapvegytuletére és a bomlastermekeire is.

3.4. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt talaj-mikroorganizmusok érzékenysége miatt
a vizsgalt peszticidek fotodegradacioja kovetkeztében keletkezé termeékei
modosithatjak a talaj mikrobiota dsszetételét a Gram-pozitiv es Gram-negativ
bakteriumok aranyanak megvaltoztatasaval, valamint egyes gombafajok
hattérbe szoritasaval, igy karosan befolyasolhatjak a talaj mikrobiologiai

egyensulyat.

4. Peszticidek degradéaciojat befolyasolo talajparaméterek vizsgalata

4.1. Egyes kornyezeti  tényezoknek az  acetoklér  fotodegradacioja
mechanizmusara gyakorolt hatasanak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a
koradbban azonositott bomlastermekeken kiviil a talaj jelenléte, illetve annak
Osszetételének megvaltoztatadsa 11 Uj termek képzodéset eredmenyezi. Ezen Qj
termékek kozll hat vegyllet az adott minta dominans komponensének
tekinthet6. Ezen tilmenden az egyes egyedi degradacids termékek egymashoz
viszonyitott aranya igen nagymértéka variabilitast mutatott a megvaltoztatott
talajparameterek fliggvényében.

4.2. Az EPTC esetében a korabbi fotodegradacios vizsgalatok soran talalt
termékekkel valo Osszevetésben 6 olyan terméket azonositottunk, melyek a
kiilonb6zo6 talajparaméterek megvaltoztatdsdnak hatasara keletkeztek. Ezek a
vegyliletek az 0sszes degradacids terméknek nem teszik ki dont6 hanyadat,

azonban az atalakulas Utvonalara és a koztitermékek aranyara hatassal vannak.
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5. Peszticidek biofelvehetdsége es biohozzaferhetdsége buza és kukorica
valamint csiperkegomba eseteben

5.1. Kutatasunk soran 6sszehasonlitottuk a blza és kukorica altal felvett
noévényvedo szer mennyiseégeit, illetve vizsgaltuk a felhalmozodéas meértéket és
helyét.

5.2. Felallitottuk az egyes peszticidekre jellemzé anyagmérlegeket, melyek
tartalmazzék a peszticid mennyiségének kornyezeti hatasok réven bekovetkezo
valtozasat, a talajban a mikrobioldgiai tevékenység hatasara degradalodott
peszticid mennyiségét, a talajadszorpcio mertekét, a névény gyodkerében illetve
a noveny zo6ld részében felhalmozodott peszticid mennyiségét.

5.3. Vizsgaltuk a peszticidek felhalmozddasanak mertékét, valamint a felvett
mennyiség csiperkegomban beluli eloszlasat.

5.4. A vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy:

- a kijutatott peszticidek eléré biologiai felvehetéseget és bioakkumulaciot
mutatnak csiperkegomba, blza és kukorica tesztnovenyek esetében,

- a Kkijutatott peszticidek a talajtipustdl fuggden kilonb6zé mértekben
halmozodtak fel az egyes névenyi részekben (6. abra),

- a vizsgalt novenyvédoé szerek bioldgiailag felveheté mennyisége a vizsgalt
novényi résztol, a peszticid és a talajtipus fizikai és kémiai sajatsagaitol
fligg6en valtozott (6. abra),

- a buza mindharom vizsgalt talajrol a simazint vette fel legnagyobb mértékben,
és a felvett mennyiseget elsésorban a z6ld novényi részben akkumulélta (6.
abra),

- a buza peszticidfelvételében a talajtipus meghatarozd szerepet jatszik: a
homoktalajon nevelt biza a kisebb mennyisegt simazint vett fel, mint a masik
két talajtipusrol, de az acetoklor biofelvehetéségéhez képest ez az akkumulacio

is nagysagrendekkel nagyobb mértéki (6. abra),
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- a kukorica novény gyokerében és zoOld részeiben jelentésen nagyobb
mennyiségi peszticidet mutattunk ki valamennyi kisérleti mintanal, mint a
blza esetében. Ezzel dsszhangban a talajbdl extrahalt peszticid mennyisége
minden esetben kevesebb, mint a blza esetében (6. bra).

Siaazi-=homoktaky Acetoklor - Homoktalaj

0.2% 0.0%

5.0% 1.6% 12.3% .8%

55.7% 1.3%

Slmiazin --Gnicstale) Acetoklor - Ontéstalaj

0.1%—,0.0%

610 06%  9.0%

Simazin - Barna erdétalaj Aceoklor - Barna erddtalaj

0.0% 0.1% 15.2%
76% 0.5% 16.3%

55.9% 19.7% 49.1% 35.6%

o koérnyezeti hatasok altal degradalédott mennyiség

m mikrobiologiai tevekenység hatasara degradalédott mennyiség
O talajon adszrobealodott mennyiség

O zo6ldrészben felhalmozodott mennyiség

m gydkérben felhalmozdédott mennyiség

6. abra: Simazin és acetoklor biofelvehetsségének és biohozzaférhetsségének aranya buza (Triticum aestivum) esetében.
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- A prokloraz a gombakalapban és a tonkben eltéré mértéekben halmozodott fel, a
Kimutatott mennyiség jelentésebb része a gomba ténkjében talalhato (7. abra).

- A teflubenzuron bioakkumulacioja atlagosan 6tszor0se a proklordazénak. A
teflubenzuron a prokloraznal megfigyeltekkel ellentétben, a kalapban
jelentésen nagyobb mennyiségben halmozadik fel, mint a tonkben (7. abra).

- A kultivacios periodust kovetéen egyértelmi korrelaciot allapitottunk meg a
gombék altal felvett és a komposztban maradt peszticidmennyiség kozott (7.

abra).

Csiperkegomba prokloraz-felvétele

0,04

m kalap
O tonk

m B
0,02 i —

0,01 —

felvett peszticid mennyisége (mg/g)

0,5 ppm 1,0 ppm 1,5 ppm

alkalmazott konentraciok

7. abra: Csipkegomba eltérs koncentracioju prokloraz-felvétele

6. A peszticidek biohozzaférhetdgsegét befolyasold paraméterek vizsgalata

Munkank soran harom, jelentésen eltéré6 kemiai szerkezetii peszticid (diuron,
simazin és acetoklor) esetében vizsgaltuk a legfontosabb talajparaméterek (pH,
mikrobialis aktivitds, humusztartalom) biohozzaférhetéségre gyakorolt hatasat
extrakcios modellkisérletekkel, harom kulonbdzé talajtipus alkalmazésaval
(homoktalaj, barna erdétalaj, ontéstalaj).

6.1. A talaj mikrobiologiai 6sszetételének hatasa a biohozzaféerhetsségre
14



6.2.

6.3.

Megallapitottuk, hogy az Ontés- és a homoktalaj mikrobiologiai
enzimaktivitasa az els6é napon, a barna erdotalajé a harmadik napon bizonyult
a legnagyobbnak.

A peszticidek biohozzaférheté mennyisege a mikrobiologiailag aktiv talajok
esetében 20 - 60 %-kal alacsonyabb a légszaraz talajokrol kinyert
peszticidmennyiséghez viszonyitva mindharom peszticid és mindharom talaj
esetében.

A vizsgalt peszticidek hozzaférheté mennyisége forditottan aranyos a talajok
mikrobiologiai aktivitasaval.

A talaj humusztartalmanak hatasa

Mindhdrom  vizsgalt talajtipus esetében a  szervesanyag-tartalom
novekedesével forditottan ardnyosnak adodott a hozzaférheté peszticidek
mennyisége, amennyiben vizes alapu extrahaloszereket, vagy kloroformot
alkalmaztunk a modellrendszernél.

A metanolos extrakcio sordn az esetek tObbségében nem tapasztaltunk
egyertelmt Gsszefiiggést a szervesanyag-tartalom valtozasa és a hozzaférheté

peszticid mennyisége kozott.

A talaj pH értékének hatasa

Megallapitottuk, hogy a talajmintak hozzaférhet6 peszticid mennyisége fligg a
talaj pH-értéketol, azonban a kilonb6zo peszticidek hozzaférhetésége eltérd
pH-fliggést mutat.

Az eredmények értelmezéséhez az egyes peszticidek kilonb6zo pH-eérteken
valé stabilitasat és olddszerekkel valo kolcsOnhatésait kellene figyelembe
venni.

Ezen vizsgalatok hozzajarulnak a peszticidek hozzaférheté mennyiséget
befolyasolo tényezok szerepének megertésehez.
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7. A peszticidek fotodegradaciojaval kapcsolatos eredmenyeink gyakorlati
jelentgsége

e Az eddig nem, vagy kevéssé leirt specifikus fotodegradacios termékek
feltarasa olyan szennyezék megjelenésének lehetéségeére hivja fel a figyelmet,
amelyek az elévigyazatossag elve alapjan potencialis veszélytényezokent
kezelendoek, illetve informacidét szolgéltathatnak a  masodlagos
kornyezetterhelésre vonatkozoan.

e Egyes peszticideknél (karbandazim) jelentés valtozast idéz elé a végbemend
fotobomlas az antifungalis hatas spektrumaban, amit specialis esetekben (pl.
baktériumos vagy mikorrhizagombas talaj- vagy magoltaskor) érdemes
figyelembe venni az alkalmazés megtervezesekor.

o A fotolitikus atalakulasra érzékeny peszticidek atfogoé jellemzésehez sziikseges
képet arnyaljak eredményeink a stabilités, perzisztencia, és a kivaltott hatas
idospektruma tekintetében, igy azok alkalmazast nyerhetnek a gyakorlati
novényvédelemben.

e A peszticid-talaj kolcsonhatasoknak, illetve a kornyezeti paraméterek
fotodegradacidra gyakorolt hatasanak elemzése hozzajarulhat a valosagban
vegbemené folyamatok pontos megértéséhez, és a ndvényvedo szerek
kornyezeti viselkedesének feltarasahoz.

e A peszticidek biofelvehetéségere, illetve biohozzaférhetéségére vonatkozé
hagyoméanyos és Ujszeric modszerekkel nyert eredmények 6sszevetése a

komplex problémakor teljesebb megértéséhez vezet.
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I.  Introduction and the aim of the work

Pesticide related studies had been launched at the Eszterhazy Karoly College’s
Department of Biochemical and Molecular Biology nearly ten years ago headed
by Attila Kiss, the director of Egerfood Regional Knowledge Centre. In the
dissertation the results major emphasis is laid on the plausible patways of
pesticides’ photodegradation, as pesticides might be regarded as one of the most
relevant environmental pollutants. Analysis of the degradates, estimation of
possible change in toxicity occurring due to decomposition, revelation of the
connection between certain environmental factors and the process of
photodegradation were involved in our studies.

Pesticides are referred to as physiologically harmful pollutants, hence model
studies on their environmental transformation processes are of utmost importance.
Previous related studies mainly were focused on the biological effects and
transformation processes of pesticides, thus thorough investigations of the
chemical degradation of pesticides provides us with novel research results.

As a consequence of the extensive use of pesticides with high persistency, their
degradation products can be present in the environment even for decades. As
pesticides’ degradates might find their way to the food chain, accomplishment of
model examinations of the biological effects of pesticides and their degradates can
contribute to the feasibility of more detailed and comprehensive risk assessments.

Major objects of our research were to study the photodegradation feature of
seven pesticides with diverse chemical structures, analytical examination of the
generated degradation products, revealing the plausible transformation routes of
pesticides and estimate the toxicity of the degradation products by microbiological
model experiments. The role of factors affecting the photodegradation of
pesticides was also studied, such as soil type and the soil’s metal and organic
matter content. Estimation of the bioavailable and biouptakable amount of
pesticides by means of application of versatile methods was also involved in our

work.
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Il. Experimental methods

Photodegradation of pesticides was induced by the application of a low-
pressure mercury vapour lamp (15W) which emits at 254 nm, manufactured by
Millipore. The concentration of the irradiated pesticide solutions were 200 and
50 ppm, respectively. Distilled water and butanol were applied as solvents.
Thin-layer-chromatography and spectrophotometric measurements were
applied in order to justified the accomplishment of UV-degradation and to
estimate the extent of the decomposition.

The analytical examination of the degradation products present in the samples,
which were taken at regular time intervals, was accomplished by GC-MS and
HPLC-MS.

Influence of certain environmental factors affecting the photodegradation of
two pesticides (acetochlor, EPTC) was studied by model experiments in which
sandy and brown forest soil were involved.

The metal-content of soils was decreased by EDTA extraction while their
organic matter content was diminished by acidic and alkaline destruction.
Metal salts were also added to the pesticide solutions prepared without soil in
order to assess the effects of metals on the degradation.

In order to model the biological effects of the pesticide degradates, 6 frequent
soil microbes were chosen: three bacterium species (Bacillus subtilis,
Pseudomonas fluorescens, Mycobacterium phlei) and three fungi species
(Trichoderma harzianum, Penicillium expansum, Fusarium oxysporum). The
applied method is based on the connection between the rate of the toxicity of a
compound and the size (mm) of the hindering zone around the filter paper disc
containing the pesticide and its degradation products.

To estimate the bioavailable amounts of pesticides comparative studies were
performed including extraction procedures with 5 distinctive solvents

(chloroform, methanol, sodium-acetate-acetic-acid-buffer, calcium-chloride
19



solution, humic acid solution) and three types of soils (brown forest soil, sandy
soil, alluvial soil).

The effects of major soil parameters (pH, microbial activity, organic matter
content) on the bioavailability were also studied by the abovementioned model
experiments.

The estimation of the biologically uptakable amounts of pesticides, which can
also be regarded as plausible food contiminants, were peformed by the
application of two plant species: wheat (Triticum aestivum), corn (Zea mays)

and a fungus: champion (Agaricus bisporus).

I11. Results / New Scientific Achievements

1.The presumed degradation pathways of the studied pesticides

1.1. Six degradation products were detected by HPLC-MS in the samples taken

from the reaction mixture of CARBENDAZIM during the irradiation procedure.

The name, the retention time and the molar mass of the detected degradates

observed throughout the whole irradiation period are summarized in table 1.

Table 1: Degradation products of carbendazimw.

Molar mass Retention time
Name of compound

(g/mol) (min)
1 methyl-benzimidazole-2-ylcarbamate 191 7.53
2 2- benzimidazole-carbamic acid 177 6.56
3 2-benzimidazole-ylcarbamate 161 8.33
4 2-amino-benzimidazole 133 8.28
5 benzimidazole 118 7.66
6 2-methylamino-aniline 122 8.01
7 1,2-diamino-benzole 108 7.25
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The way of degradation can be interpreted as it is shown in figure 1. The end-

product of the degradation is 1,2-diamino-benzole.
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Figure 1: Proposed photodegradation pathway of Carbendazim.

1.2. In samples taken from the reaction mixture of ACETOCHLOR during its
irradiation seven degradation products were detected by GC-MS technique
which can be derived from the basic compound of acetochlor. The presumed
degradation pathway is demonstrated in figure 2. Due to the parallel presence
of the degradation products of acetochlor and the unfeasibility of origination
from one another three degradation pathways can be assumed in the first part
of the degradation process (0-3 hours). 1-ethyl-3-methyl benzene (8) was
detected as the end-product of the degradation process.

21



N\ N
/CHz /CH2
cH —CHZ} N/CHZ_OH _/CH:—OH
3 — -cl —N
\CH N\ #° \C/O
o — O—CH,— CH; | CH
CH,—O—CH,—CH 3|
N 3 GH: CHs
\_ O \
C/ Cl OH
CH3 |
C\Hz -O0—CH,—CHs
cl - Cl- CH,-C=0 C\H3
CH
- O0—CH;— CH; el cH
_CHs Q_N/ 3
—Cl
\ (0]
7
C\'\"?’ CH ?
3
CH: CH,

AL cH,
A Sen
CH -CH=0 % 2

CH

3

—-CH3

C\H3 C\Hc?;H
/CH2 —CH, o

-NH

G
CH, CH,

Figure 2: Proposed photodegradation pathway of acetochlor.

1.3. During the photodegradation of SIMAZINE six degradation products were
detected. Since the degradates were present in the same time and they can not be
derived from one another, it can be supposed that the photodegradation of
simazine might be accomplished via two parallel decomposition routes (figure 7).
The degradation products that we detected during our research are partly in
accordance with the former research results. The previously detected
dechlorinated, deaminated, dealkylated and hydroxylated products were also
present in our sample, while we did not observe dimerization during the

degradation.
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Figure 3: Proposed photodegradation pathway of simazine.

1.4. Major steps of the photocomposition of CHLORPIRIPHOS (1) are
dechlorination and scission of the alkyl-side chains. Certain degradates present in

the same time led us to suppose the existence of parallel degradation pathways

(Figure 9). These two routes are linked through a common degradation product

(4), and O-(5-chloro-2-pyridil)-thiophosphate (6) generated as end-product.
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Figure 4: Proposed photodegradation pathway of chlorpiriphos.
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1.5. During the photodegradation of EPTC cleavage of the thioethyl-group, then
that of the formyl-group was observed. The end-product of the decomposition
process is N,N-diethyl-amide which is generated through stepwise dealkylation.
Hence N,N,-dipropyl-formamide and N,N-diethyl-propionamide were detected in
the same sample and they can not be derived from one another, the presence of
two degradation pathway might be proposed in the first period of the degradation.
Three common and three previously not detected products were observed during
the photodegradation of EPTC in comparison with former researches.

1.6. Three degradation products were generated during the photodegradation of
ATRAZIN. The observed main steps of the phototransformation, namely
dechlorination, hydroxylation and the cleavage of methyl and ethyl groups are in
accordance with the results of the previously published researches. On the
contrary ring-opening, dimerization and decarboxylation were not noticed during

our experiments.

1.7. During the photodecomposition of DIURON six degradates were detected in
the samples which were regularly taken from the reaction mixture of the irradiated
pesticide solution. Dehalogenation and the cleavage of the ethyl-groups were the
main steps of the decomposition. Also two degradation pathways might be
suggested during the UV-transformation of diuron. The generation of the
dechlorinated degradation products is in accordance with the previously published
research results. Five degradates, that we detected and which were not published

earlier, signify the occurrence of a new degradation pathway.
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Table 2. Summary table of degradation steps and generated products.

Number of
Pesticide Main transformation steps degradation
products
1| carbendazim | - demethylatl_on, dehyd_roxylatlo_n, _ 6
decarboxylation, deamination, ringopening
- ether-bound scission, dechlorination,
2| Acetochlor dehydroxylation, deacylation, demethylation !
3| Simazine | demethylation, deethylation, dehydroxylation, 6

dechlorination

4 | Chlorpyrifos | - deethylation, dechlorination 5

- demethylation, cleavage of thioethyl and

5 EPTC i 5
propionyl group

6|  Atrazine |- dechlorl_natlon, hydroxylation, demethylation, 3
deethylation

7 Diuron - dechlorination, dehydroxylation, -CO-loss, 6

dimetilamine-loss

2.Extent of photodegradation of pesticides

2.1. Pesticides display great variability in terms of photo-stability and irradiation
time dependency of the photodegradation even in the case of agents with similar

chemical structure.

2.2. Among the studied pesticides EPTC underwent the fastest photodegradation:
its transformation was more than 90% after 3 hours of irradiation. On the
contrary, in case of acetochlor 10% of the initial amount degraded after 2 hours

of irradiation.

2.3. The degradation of chlorpyriphos and acetochlor was completed after 16
hours of irradiation, while in case of EPTC just 5 hours was required for the
entire decomposition. The progress of the degradation of the studied pesticides

Is demonstrated in figure 5.
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Figure 5: Progress of the photodegradation of the studied pesticides

3.The toxicity of degradation products estimated by microbiological

experiments

3.1. By means of microbiological test experiments biological effects of the studied
reaction mixture (pesticide and its degradation products) was modelled and it
was observed that the Mycobacterium phlei exhibits the most pronounced
sensitivity against chlorpyriphos, while Pseudomonas fluorescens and

Bacillus subtilis were sensitive against the degradation products of

chlorpyriphos.

3.2.

Trichoderma harzianum and Fusarium oxysporum with decreasing intensity

with the progress of irradiation time.

3.3.

degradation products as well.

The microbe-hindering effect of carbendazim was observed in case of

All of the tested microbes were sensitive against the acetochlor and its




3.4. Due to the variable toxicity of both the pesticides and their degradation
products as well as the sensitivity of the tested soil microbes led us to the
assumption that the degradation products of the pesticides generated with

UV-irradiation can modify the composition of the soil community.

4.Effects of soil parameters on the degradation of pesticides

4.1. Studying the effects of certain environmental factors on acetochlor’s
photodegradation it was observed that the presence of soil and the alteration of
its two major parameters may contribute to the generation of new degradation
products. Out of the observed 11 new degradates 6 can be regarded as dominant
components of the sample. Moreover the ratio of the degradation products was

variable depending on the soil characteristics.

4.2. In case of EPTC 6 new degradation products were detected in the samples
containing soil with diverse characteristics in comparison with the control
samples. The analysis justified that these degradation products were generated
due to the presence of soils. The ratio of these degradates is not predominant in
the samples but they modify the degradation pathway of EPTC.

5.Biouptakability and bioavailability of pesticides in case of wheat,

corn and champignon

5.1. The uptaken amounts of pesticides were established by the application of
model plants (wheat, corn). The location (leaf, root) of the accumulation of the

pesticides and their ratio in different plant parts were also determined.

5.2. Ratio of pesticide degraded by environmental factors was taken into account
in setting up the material balance of the studied pesticides. Microbiological
degradation, soil adsorbance and the plant uptake may also play crucial role in

the pesticides’ fate in environment.
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5.3. The pesticide accumulation in the different parts of the champignon (stump,
cap) was also measured. The results are shown in figure 6 and 7. Major

observations are as follows:

- the bioavailability and the bioaccumulation of pesticides were different in case

of the studied model plants (wheat, corn) and the champignon,

- the bioaccumulation of pesticides in the segments of plants were varied

depending on the type of the soils,

- the biologically uptakable amounts of pesticides varied according to the part of
the tested plant, the type of the pesticide and the physical and chemical

characteristic of the applied soils.

- Wheat has uptaken the highest amount of simazin among the tested pesticides
from all the tree types of soils. The uptaken amount was mainly accumulated in
the aerial part of the wheat.

- The soil type was a determining factor in terms of the pesticide accumulation
by wheat. Wheat grown in sandy soil accumulated less simazin than wheat
grown in the other two types of soil. In case of wheat the amount of the
uptaken simazin was still considerably more than the accumulated amount of

acetochlor.

- In comparison of the uptaken amounts of pesticides in case of wheat with corn
it can be stated that the corn accumulated more pesticide than wheat in all
cases. In accordance with this, the amounts of the pesticides, extracted from the
soils after the cultivation period, were fewer in case of corn than in case of

wheat.
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Figure 6: Biouptakable and bioavailable amounts of simazin and acetochor in case of wheat (Triticum

aestivum).
- Prochloraz was accumulated at different ratios in the cap and the stump of the

mushroom: majority of the uptaken amount of the pesticide was accumulated

in the stump of the champignon (figure 7.).

- The bioaccumulation of teflubenzuron by mushroom is five times more than in
case of prochloraz. On the contrary, teflubenzuron was accumulated mainly in

the cap of the mushroom.

- After the cultivation period the correlation was definitive between the uptaken

amount of pesticides and the amount that remained in the compost.
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Figure 7: Biouptakable amounts of diverse concentration of procloraz of mushroom (Agaricus
bisporus).

6.50il parameters affecting the bioavailability of pesticides

During our work three pesticides (diuron, simazin, acetochlor) with different
chemical structure were involved to study the effects of major soil parameters
(pH, microbial enzyme activity, organic matter content) on the bioavailability of
pesticides by comparative extraction systems in case of three distinctive soil types

(sandy soil, brown forest soil, alluvial soil).
6.1. The effects of the microbial character of the soils on the bioavailability

- The microbial enzyme activity was the largest on the first day of incubation in
case of sandy- and alluvial soil, while in case of brown forest soil it was

outstanding after three days of incubation.

- In case of both soil types and pesticides the bioavailable amounts of pesticides
were less by 20-60% in case of microbiologically active soils than in case of

air dried soils.

- The bioavailable amounts of the studied pesticides were inversely proportional

to the microbiological activity of the soils.
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6.2. The effects of the organic matter content of the soils on the bioavailability

In case of all the three types of soils the bioavailable amounts of the studied
pesticides were inversely proportional to the organic matter content of the soils
when aqueous extracting solvents or chloroform were applied as extracting

solvents.

Clear correlation was not observed between the bioavailability of pesticides
and the organic matter content of soils samples when methanol was applied as

extracting solvent.

6.3. The effects of soil pH value on the bioavailability

It can be stated that bioavailability of pesticides depends on the pH values of
soils samples but different pH-dependency was observed in case of the studied

pesticides.

The stability of the pesticides at different pH values and their interaction with
the solvents need to be taken into consideration in order to provide extensive

interpretation of the results.

The results of these experiments contribute to proper understanding of the role

of parameters having effects on the bioavailability of pesticides.
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7. Exploitation of major results on the photodegradation of pesticides

Justification of presence of photodegradation products which formerly have
not been detected draw the attention to the plausible formation of pollutants.
These compounds might be regarded as potential risk factors in compliance
with the precautionary principle. Moreover these degradates contribute to the

overall burden of environment as secondary pollutants.

In case of carbendazim the occurred photodecomposition resulted in the
change in the pesticide’s antifungal characteristic, furthermore antimicrobial
effects were observed in the course of the photodecomposition. The presence
the photolytic degradates of pesticides may largely influence the soil
microbial community, hence the most sensible way of application.

The estimation of the stability, the persistence, and the extent of the
degradation of the photosensible pesticides might be applied in respect of
establishment of optimal pesticide usage.

The estimation of the effects on the environmental factors on the
photodegradation and the analysis of soil-pesticide interaction contribute to
the proper and comprehensive understanding of environmental behaviour of

pesticides occurring under real circumstances.

Bioavailability and biouptakability of pesticides were compared by applying
different traditional and novel model systems leading to a more authentic
interpretation of the complex issue.
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